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Vfcrwendung einer TRPM8 aktivierenden Substanz zur 
Tumorbehandlung. 
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5 Gebiet dear Erfindung 

* 

Die Erfindung betrifft die Verwendung von TRPM8 modulie- 
' renden Substanzen zur Herstellung einer pharmazeutischen 
Zusammensetzung zur Behandlung von Tumor erkrankungen. Die 
10 Erfindung betrifft desweiteren solche Zusammensetztingen, 
sowie eirien Behandlungsplan* 



15 




Hintergrund der Erfindung und Stand der Techn'ik » 

Folgend werden die Bezeichnungen Trpp8 und TRPM8 synonym 
verwendet • 



Die'Kalzium.Homeostase regelt wichtige Zellf unktionen, wie 

20 Proliferation, Dif ferenzierung, Invasion, Migration, An- 

i 

giogenese und Apoptose. Bei Prostatakrebs spielt Kalziuira. ' 
eine wichtige Rolle in der Tumorbildung; Es ist jedoch 
wenig liber die Kalziumkan&le und merabrangebundenen Plasma 
Rezeptoren bekannt, die den Eintritt und Austritt von Kal- 

2A..zium,.in,und-.au^ .ih^Pxo-^-^. 
statatumorzellen regeln, 

Trpp8 ist in der Literaturstelle Tsavaler et al., Cancer 
Res, -61:3760-3769 (2001) als Prostata-spezif isches Gen 
30 beschrieben worden, welches vorwiegend in humanen Prosta- 
tatumoren exprimiert wird. Trpp8 wird signifikant hochre- 
guliert. In Androgen-abhangigen Prostata Zelllinien wird 
gamafl dieser Literaturstelle Trpp8 gefunden, nicht jedoch 



• 
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in Androgen-unabhangigen Zelllinien, welche auch nicht PAP 
(prostate acid phosphatase) und PSA (prostate specific 
antigen)* exprimieren. Es wird vermutet, dafi Trpp8 als Ka'l- 
zium Kanal Protein f unktioniert . 

5 

Trp Proteine solleri zu den sogenannten store operated ! 
calcium channels (SOC) bzw. capacitative calciuni entry 
channels (CCE) gehdren. In LNCaP Zellen konnte eine Irivol- 
vierung in der Apoptose gezeigt werden (Wertz et- al., J 
10 Biol Chem, 275:11470-11477 (200.0)). 

P 

* 

Die S694 bp Trpp8 cDNA hat. einen 3312 bp offenen Leserah- 
men, welcher ftir ein 1104 Aroinosauren Protein jait angeb- 
lich sieben transmernbranen Dom&nen codiert mit eineia- Mole- 
15 kulargewicht von ca, 127,500 Da. 

w * 

% w 

Trpp8 Sequenzen sind in den Literaturstellen US-6, 194, 152, 
US-6, 183, 968, WO-99/46374, WO-99/09166, WO-01/25273, 
WO-01/25272, WO-01/34802, WO-01/46258, WO-03/42467 und 
20 WO-01/1633 beschrieben. Die Literaturstellen US-6, 194, 152 / 
und WO-01/51633 offenbaren die Verwendung der darin ge- 
nannten Sequen2en zur Detektion von Tumorzellen sowie ver- 
schiedener Substanzklassen in allgemeiner Weise zur Be- 
handlung von Prostatakrebs* 

25 

Menthol ist ein, sekundarer Pflanzen stof f , der nattirli- 
cherweise als Monoterpen in der Pf ef ferminze vor.kommt und 
den Hauptbestandteil des Pf ef f erminzGls ^ ausmacht. Menthol 
induziert Kaiteempf inden auf der Haut sowie in Mund und 
30 Nase durch Anregung bestimmter Nervenzellen. Eine weitere, 
ein KSlteempfinden auslosende Substanz ist Icilin. Beide 
Substanzen aktivieren periphere Nervenzellen, wobei der 
Ionenkanal TRPM8 selektiv aktiviert wird und lonen, wie 
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Ca2+ uns Na+ in die Zelle einfliessen "konnen. Aus den Li-' 
teraturstellen McKemy et al., Nature 41 6 ( 6876) : 52-52 
(2002) und Peier et al., Cell 108 (5) : 705-715 (2002) ist es 
bekannt, dass das human-orthologe TRPM8 in Mausen und Hat- 
5 ten als Mentholsensor funktioniert. Gleiches ist ftir Ici- 
' lin bekannt. Ferner fungiert TRFM8 als Kalterezeptor in 
einem Temperaturbereich von 8 °c bis 25 °C. 

■ • 

Bine physiologische Funktion von TRPM8 in Tumorgeweben ist 
10 unbekannt. \ 

» * 

• Insbesondere Prostatakrebs ist eine mit zunehmendem Alter 
. ^ J^^^ 1 ^ 1 . 1 ^^^ 11123 -^^ 2 auftretende Erkrankung. Bislang 

wird Prostatakrebs im'wesent'lienen pa'thologisch "diagnosti- 
15 ziert und meist durch Entfernung der Prostata behandelt. 
Die Entfernung der Prostata hat verschiedene nachteilige 
Effekte auf einen Patienten. Eine verbesserte Diagnose und 
Behandlung dieser Krebsart, insbesondere ohnedas Erfor- 
dernis einer Entfernung der Prostata, 1st daher in hohem . 
20 MaBe wUnschenswert . 




4 

?A-Xechnisches,, Problem ..der,.Er.f indung 



Der Erfindung liegt das technische Problem zugrunde, phar- 

mazeutische Zusammensetzungen zur- Behandlung von Tumorer- 

krankungen, Insbesondere Prostatakrebs-Erkrankungen, 
30 anzugeben. 
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Grundzttge der Erfindung" spwie bevorzug.te 
Ausftihrungsbeispiele. 




• 'Zur LGsiing -dieses technischen Problems lehrt die Erf indung 
5 die Verwendung einer TRPM8 aktivierenden Substanz zur Her- 
stellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur Be- 
handlung von Tumorerkrankungen, insbesondere von Prostata- 
krebs, in welchen TRPM8 tlberexprimiert 1st. ' 

♦ 

10. Die Erkenntnxs beruht auf der tiberraschenden Erkenntnis,- 
dass in Tumoren, die eine erhohte Expression des. lonenka- 
nals TRPM8' aufweisen, die Aktivierung des TRPM8 das Tumor- 
wachstum inhibieft bzw, verlangsamt. Insbesondere eine 
permanente" Xktivierung aesfabi'lisTert " spezif isch den To- " * 

15 nenhaushalt der Tumbrzellen,- welche dadurcft in die Apopto- 
se getrieben werden. 




Bevorzugt eingesetzt wird eine Substanz, welche ausgewahlt 
ist aus der Gruppe bestehend aus ' "Menthol, Menthylderiva- 
20 te, Pyrrolidinyl-Derivate des Furanon, . Icilin/ Icilin-De- 
rivate und Mischungen dieser Substanzen". Der Begriff Men- 
thol umfaat alle Enantiomere sbwie Mischungen der Enan- 
tionmere. Enstprechendes gilt fiir andere genannte Substan- 
zen bzw. Substanzklassen mit Symmetriezentren. Desweiteren 
25 konnen auqh strukturell vqn den vorstehenden Substanzen 
verschzedene Substanzen ve^rwendet werden, wobei als we- 
sentliches Auswahlkriterium' die Aktivierung von TRPM8 an- 
zusehen ist. Beispiel fttr eine solche verschiedene Sub- 
.stanz ist 2-Isoprbpyl-N-2, 3-trimethylbutyramid. 



30 



Menthylderivate kannen insbesondere gemaB Forme 1 I'aufge- 
baut sein, wobei eine Einfach- oder Doppelbindung sein 

kann, wobei . . . eine Einf achbindung oder keine Bin'dung 
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sein kann,' wobei. nicht dargestellte Valenzen des Kohlen- 
stoffs mit. -H abgesattigt sind, wobei Rl = -H, -OH, -SH, 
-NR11R12, Cl-ClO-Alkyl, -Aralkyl oder -Aryl, beispielswei- 
se Methyl oder Ethyl, wobei Rll- und R12 gleich oder ver- 
5 schieden und -H, CI bis ClO-Alkyl, -Aralkyl oder -Aryl 
sein konnen, wobei R2 » -OR21, -SR21, -CO-R22, oder 
-0-CO-R23 sein kann, wobei R21 « -H,. Cl-ClO-Alkyl, -Aral- 
kyl, -Aryl, oder Cl-ClO-ALkylpolyether mit 1 bis 5 Ether- 
gruppen, nicht, einfach oder mehrfach substituiert, insbe~ 
10 sondere -OH oder -SH substituiert, sein kann, wobei R22 = 
-H, . Cl-ClO-Alkyl, -Aralkyl, -Aryl, oder Cl-ClO-Alkylpoly- 
ether mit 1 bis 5 Ethergrupperi, nicht, einfach oder mehr- 
fach substituiert, insbesondere -OH oder -SH substituiert,. 
"oder T -NR221R222"sein k"anh7' ^6Ser't^2i'}Md^S2'2"gl'^±^"6der s ' 
15 verschieden und -H, CI bis ClO-Alkyl, -Aralkyl, -Aryl, 
oder Cl-ClO-Alkylpolyether mit 1 bis 5 Ethergruppen, sein 
konnen, wobei R23 = -H, Cl.-ClO-Alkyl, -Aralkyl, -Aryl, . 
oder Cl-ClO-Alkylpolyether mit 1 bis 5 Ethergruppen, 
nicht, eir^fach oder mehrfach substituiert, insbesondere 
20 -OH oder -SH substituiert, sein kann. Beispiele fur 
Menthylderivate sind. Isopulegol ( * « » = Doppelbindiing, 
= keine Bindung, R2 = -OH), Menthoxypropan-1, 2-diol ( ,. . » « 
Einfachbindung, ♦ . * = Einf achbindung, Rl ■ -H, R2 = 
-O-CH2-CH0H-CH2-CH20H) , N-Ethyl-p-jnenthan-3-carboxamid . 
' 25 ( . . > = Einfachbindung, = Einfachbindung, Rl = -H, R2 = 

^i^fcT ~ M "-C0*-NH-CH2-CH3) und p-Menthan-3, 8-diol ( . - ■ = Einfachbin- 

dung, ... « Einfachbindung; Rl » -OH, R2 -OH) . Weitere 
Beispiele sind 3-Mehthyl-3, 6-dioxaheptanoat, 
3-Menthylmethoxyacetat, 3-Menthyl-3, 6, 9-trioxadecanoat, 
30 3-Menthyl (2-hydroxyethoxy) acetat und 

Menthyl-ll-hydroxy-3, 6, 9-trioxaundecanoat ( = Einfach- 
bindung, « . . - Einfachbindung, Rl = -H, R2 « 
Cl-C10-Alkylpolyether mit 1 bis 5 Ethergruppen, nicht oder 
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* ■ * * 

-OH substituiert) . Ein weiter.es Beispiel ist Menthyllactat 
( : * : " Einfachbindung, . ~ Einf achbindung, Rl « -H, .R2 = 
-0-CO-R23 unci R23 = Hydroxyethyl) . • 

» 

r 

•5 Pyrrolidinyl-Derivate des Furanon kennen insbesbndere • ge-' 
maB Formel II aufgebaut sein, wobei Rl und R2 zumindest 
einfach vorliegen, wobei die Bindung von Rl und R2 an je- 
der freien Kohlenstof fvalenz des Furanonringes erfolgen 
kann, wobei freie Kohlenstof fvaienzen durch Wasserstoff 

10 abgesattigt sind,. wobei Rl Pyrrolidin, nicht, einfach oder 
meh'rf ach substituiert sein kann; insbesondere durch 
Cl-ClO-Alkyl, -Aralkyl, Aryl, -OH, -NH2, wobei Pyrrolidin 
vorzugsweise uber N an den Furanonring gebunden ist, wobei 
-R2~= CI-CX0-AlEyT> --AralKyr, -SryJT -0R7" -mTSeln fcSriri;- 

15 und wobei vorzugsweise R2 einfach oder zweifach vorliegt 
und wobei Rl vorzugsweise einfach vorliegt. Beispiele 
sind: 5-Me.thyl-4- (1-pyrrolidinyl) -3- [2H] -furanon, 
4/5-Dimethyl-3- (1-pyrrolidinyl) -2- [5H] -furanon, 
' 4-Methyl-3- (1-pyrrolidinyl) -2- [5H] -furanon. 



20 




Icilin ist in Formel III dargestellt. Mit umfaBt sind auch 
Icilin-Derivate, welche TRPM8 aktivieren. Dies laflt sich 
gemaB der Ausftihrungsbeispiele unschwer testen. 

-? 5 .. ..^.?:® n ,.?5.^^ t .?.^.. S .H?j!5.? n Sf 6111 ® 1 "^ 51111 ist, dass sie Kaiteemp- 
,'finden bei Kontakt mit ^ut'<^i^^ViS£ut^mi'ijS&mn, 

Eine erfindungsgeraSfie pharmazeutische- Zusammensetzung kann 
mit ublichen Hilfs- und Tragerstof f en in fachublicher Wei- 
30 se galenisch hergerichtet werden, vorzugsweise zur injek- 
tion, i.v., i f p, oder i.m., oder Infusion* Die Dosis liegt 
vorzugsweise im Bereich von 0,1 bis 5000 mg/kg Kdrperge- 
wicht, vorzugsweise 1 bis 100 mg/kg KCrpergewicht, bezogen 
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auf elnen.Tag, eingestellt ist, aufteilbar in 1 bis 10 
Gabeeinheiten. Es ist zweckmaftig, die Zusammensetzung zur 
kontinuierlichen oder diskontiuierlich periodischen Gabe . 
uber einen Zeitraum von zumindest. 2 Wochen, vorzugsweise 
5 zumindest 8 Wochen, hBchstvorzugsweise zumindest- 20 Wo- 
chen, herzurichten.'Hiermit verbunden ist ein Behandlungs- 
plan* welcher die andauemde Gabe in diesen Zeitraumen 
vorsieht. Eine diskontinuierliche periodische Gabe erfolgt 
dadurch, dass in definierten Zeitperioden eimnalige Gabe . 
10 erfolgen. Die Zeitraume kohnen beispielsweise .im Bereich 
' yon 1 Stunde bis 7 Tage liegen. Eine kontinuierliche Gabe 
erfolgt mit geeigneten Sytemen, welche eine kontinuierlich 
Freissetzung der substanz bewirken. In Frage kommeh bei-' 

- spi-e-lsweise- an- bzvr.- in" polymers Mlkropartikel- aorsorbief te 

15 therapeutische Substanzen, wobei die Substanzen langsam 
aus den injizierten Mikropartikeln freigebenen werden. 
Splche Systeme sind in umfangreichen Varianten dem Durch- 
• schnittsfachmann bekannt. Zu den kontinuierlich Wirkstoffe 

abgebenderi Systemen gehttren auch transdermal Systeme, 
20 welche dem Durchschnittsfachmann ebenfall in umfangreichen 

■ 

Varianten bekannt sind. 

Die Erfindung lehrt schliefllich auch ein Verfahren zur 
Behandlung von Tumor erkrankungen, insbesondere Prostata- 
2S krebs, wobei einem erkrankten Patienten eine P^_iologisch 
~wiYksiSi£ ' 'Dosis "einer "T^sTeiame'nden Substanz, dargereicht 
wird. 

i 

Im Rahmen.der Erfindung ist es moglich, die erf indungsge- 
30 maBen pharmazeutischen Zusammensetzungen in Verbindung mit 
lokaler Hypothermie einzusetzen, wobei die zu behandelnden 
Gewebe vorzugsweise' auf eine Temperatur unterhalb 36 
insbesondere unterhalb 30°C, vorzugsweise unterhalb 25 °C, 
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.gekllhlt werden» Die Hypothermie kann kontinuierlich oder 
diskontinuierlich erfolgen. Im Falle der diskontinuierli- 
chen Hypothermia kann diese vor wahrend und/oder nach der 
.iGabe der erf indungsgemafien pharmazeutischen Zusammenset- 
5 zung erfolgen. - 



Def initionen . 





10 Im Rahmen dieser Beschreibung wird die Bezeichnung TRPM8 
far alie humanen Isoformen, bekaiint oder neu, auf Ami- 
nosSurenbasis, verwendet, Im Rahmen dieser Beschreibung 
■ wird TRPM8 auch Trpp8 genannt. Insbesondere sind die durch 
*"~ die"in den SequenzprbtokolTeh" of f enBaKftfa'H&fcleiiisKr^" 

15 codierten Proteine und Peptide sowie die in den Sequenz- 
protokollen offenbarten Proteine bzw. Peptide umfaBt, 
ebenso wie die in .den angegebenen Literaturstellen of fen- 
bar ten TRPM8 Sequenzen bzw. die dadurch codierten Proteine 
Oder Peptide ♦ -Mit diesem Begriff mitumfaGt sind auch die 

20 im Rahmen dieser Beschreibung offenbarten kurzen Sequen- 
£en, welche aus den Isoformen stammen, beispielsweise Im- 
munisierungssequenzen, Weiterhin rait umfaiit sind auch Ho~ 
mologe/ wobei die Homologie zumindest 80%, vorzugsweise 
mehr als 90%, hochstvor2ugsweise mehr als 95%, betragt, 

25 und zwar^befechnet geraafj'dem Programra BLAST in der am An- 
meldetag aktuellen Fassung* Weiterhin sind Sequenzen urn- 
faftt, welche lediglich Teilsequenzen der explizit offen- 
barten Sequenzen, beispielsweise ein Exon oder mehrere 
Exons, oder komplementarer Sequenzen hierzu darstellen, 

30 mit der Mafigabe, dafi diese mit zumindest gleicher Affini- 

tat an ein protein- Oder peptidspezif isches ZielmolekUl, 

insbesondere die erf indungsgemafl verwendeten Substanzen, 
binden* 



ri- - • « — -»••• 
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Im Zusammenhang mit erf indungsgema&en Verwendungen umfas- 
sen die Begriffe der Proteine bzw. Peptide neben den 
Volll&ngen der offenbarten Sequenzen (siehe auch vorste-^ 
5 hender Absatz) auch Teilsequenzen hieraus, und zwar mit 
einer Mi'ridestlSnge von 4 Arainosauren, vorzugsweise 10 bis 
30 Amino saur en. 

' . . . 

Der Begriff der Behandlung umfafit auch die Prophylaxe. ' 
0 * 

Eine Tumorzelle tiberexprimiert TRPM8, wenn die Menge ge- 
bildeteter TRPM8 RNA oder gebildeteten TRPM8 Proteins in 
einer Tumorzelle hoher ist als in KTormalzellen gleichen 
■.. — - Gewebetyps; - vorzugsweise-vora gleichen— Pat lent'en 5 " herrtlh- 

15 rend. Es versteht sich r dass ftir den Vergleich Tumor/Nor- 
mal die gleichen Hessverf ahren verwendet werden, Dem Fach- 
mann sind verschiedene hessverf ahren zur Bestimmung von 
Nukleinsauren und/oder Prpteinen bzw. Peptiden in Zellen 

bekannt, welche alle anwendbar sind, 

i 

20 

l 

Als Aktivator 1st eine Verbindung oder Substanz bezeich- 
net, welche entweder die Bildung von TRPM8 fcirdert oder 
die Aktivitat von gebildetem TRPM8 erhoht, bezogen auf die 
TRPM8 Aktivitat in Abwesenheit des Aktivators . insof em . 
25 kann ein Aktivator einerseits eine Substanz sein, welche 
'^"in' cier Entg"tehiang aktivierend eingreift . 

Auf der anderen Seite kann ein Aktivator eine Substanz . 
sein, . welche mit gebildetem TRPM8 eine Bindung eingeht, 
und 2war dergestalt/ dass weitere physiologische Wechsel- 
30 wirkungen mit endogenen Substanzen erh6ht sind, verglichen 
mit den gleichen Wechselwirkungen, jedoch ohne Bindung des 
Aktivators, Ein Aktivator erhSht vorzugsweise bei Kontakt 
mit TRPM8 exprimierenden Zellen erh6ht,den Transport von 
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• ionen- in eine Zelle hiriein oder daraus heraus gegenuber 
einer zelle mit gleichem TRPM8 Expressionsniveau, D^doch 

• ohne Kontaktierung mit den Aktivator. Der lonentransport 
lafit sich beispielsweise gemafi der Literaturstelle Pexer 

5 et al.i Cell 108 (5) : 705-715 (2002) bestimmen. 

Die galenische Herrichtung einer erf indungsgemalien pharma- 
zeutischen zusammensetzung Harm in f achttblicher Weise 
folgen. Ala Gegenionen ftir xonische Verbindungen kommen 
10 beispielsweise Na\ K*, Li' oder cyclohexylaimaonium infrage. 
Geeigente feste oder fltissxge galenische zuberextungsfor- 
men sind beispielsweise Granulate, Pulver, Dragees, Ta- 

• bletten, (Mikro-) Kapseln, Suppositorien, Sirupe, S&fte^ ^ 
• -sus-pensioneii-^urs-i^rierir Tfbpf en-odeF-injr Z -- 1 erbare Eosun- 

15 gen {i.v., i.p., i.m.). sowie Praparate mit protrahierter 
Wirkstof f-Freigabe, bei deren Herstellung. iibliche Hxlfs 
mittel wie Tragerstof f e, Sprang-, Binde-, Oberzugs-, Quel- 
lungs-, Gleit- oder Schmiermittel, Geschmacksstof f e, Sii- 
Bungsmittel und Losungsvermittier, Verwendung finden. Ms 
20 Hilfsstoffe sex Magnesiumcarbonat, Titandioxyd, Lactose, 
Mannit und andere Zucker, Talcum, Milcheiweifi, Gelatxne, 
Starke, Zellulose und ihre Derivate, tierische und pflanz- 
liche 5le wie Lebertran, Sonnenblumen- , Erdnuss- oder Se- 
samol, Polyethylenglycole.und Ldsungsmittel, wie etwa ste- 
25 riles Nasser und ein- odermehrwertige Alkohole, bei- 
' " ■ spieisweise Glyceric genannt. Bine, erf indungsgemafie phar- 
mazeutische Zusammensetzung 1st dadurch herstellbar, dass 
mxndestens e in erf indungsgemafi verwendeter TRPM8 Aktivator 
" in definierter Dosis mit einem pharmazeutisch geexgneten 
30 und physiologisch vertraglichen Trager und ggf . weiteren 
geeigneten Wirk-, Zusatz- oder Hilfsstoffen mit definier- 
ter Dosis gemischt und zu der gewunschten Darreichungsf orm 
hergerichtet 1st. 
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Im Rahmen der vorstehenden Definition gegentiber detii engen 
Wortsinn erweiterte Begrif f sbestimmungen umfassen auch die 
bestimmten .Begrif fe im engen Wortsinn.- Ausfuhrungen, zu 
5 einer Anspruchskategorie' sowie zu einem selbststSndigen 
Anspruch abh&ngige Ansprtiche gelten entsprechend auch fur 
Ansprtiche anderer Kategorie. 

■ 

■ 

* 

10 Ausfuhrungsbeispiele s 

Beispiel 1: Verringerung der Kbloniebildungsrate . 

HEK293 Zellen wurden™ nicht'~t r ans f i zi ert ? ~ m±t' TRPM8* trans-- 

lS.fiziert oder mit einem Leervektor transf iziert * Die Zellen 
wurden in einem Soft Agar Assay (siehe Literaturstelle 
Shappel et al., Cancer Research 61 -.-497-503 (2001)) einge- 
setzt. Die stark vereinzelt ausplattierteri und im Agar 
immobilisierten 2ellen wachsen dabei dreidimensional und 
20 stibstratunabhangig. Die Koloniebildungsrate erlaubt Ruck- 
scfiltisse auf die Tumorgenitat der Zellen;. Je 1000 Zellen 
wurden in der 6-Lochplatte in 2 ml Sof tagar-haltigem Medi- 

um ausplattiert und nach Erstarren des Agars mit 1 ml Me- 

< 

dium (DMEM mit 10% FKS, 2mM Glutamin) tiberschichtet . Men- 
25 thol/ gelflst in Ethanol, wurde dem Medium in Endkonzentra- 

O^^fck' tioneri "von'"l0/ 100 und 10~00 uM zugegeberi und "jed'en fttnfteh 

Tag substituiert . Als Kontrolle wurde lediglich das Lo- 
sungsmittel zugegeben. Nach drei Wochen wurden die Anzahl 
der gebildeten Kolonien unter dem Mikroskop bestimmtft Die 
30 TRPM8 transfizierten Zellen zeigen deutlich geringere Ko- 
loni'ebildung als die Wildtyp Zellen und die mit dem Leer- 

* 

vektor transfizierten Zellen* 
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Beispiel 2: Tumorwachstuin in N^cktm&usen. 

Humane TRPM8 cDNR. wurde in den Expressionsvektor pcDNA3.1 
5 subkloniert und anschlieflend stabil in HEK293 Zellen 
transfiziert. Die Expression von TRPM8 Protein wurde im 
•Western-Blot mit TRPM8-spezif ischen AntikSrpern nachgewie- 
sen. FUr die Untersuchung der Wirkung von Menthol oder 
icilin auf das Tumorwachstum in vivo wurden je 2 Millionen 
10 HEK293-TRPM8 Zellen in mannliche Nacktmause subkutan inji- 
ziert oder in der Prostata xenotransplantiert- Die Ver- 
suchsgruppen bestanden aus jeweils 10 Tieren*Die Kon- 
\ trollgruppen wurden nicht bzw. nur mit DMSO behandelt. 
- . Behandelfe-wurden-d-ie-Tiere • durch tagiiche ' intraperitoneal^ - 
15 Application von 30 mg/kg K5rpergewicht Icilin oder Men- 
. thol, gelost in DMSO, tiber einen Zeitraum von drei Wochen: 
Das Wachstum der subkutan injizierten Zellen wurde ttber 
die gesamte Versuchsdauer zweiraal wochentlich vermessen. 
Uriitiittelbar nach Beendigung der Versuche wurden die Xe- 
20 notranplantate resektiert, .pewogen und asserviert* Im Er- 
gebnis zeigten die behandelten Tiere ein deutlich geringe- 
re$ Tumorwachstum als die nicht behandelten Kontrolltiere . 




25 Beispiel 3: TRPM8 Sequenzen 



- — , ■ • \ J - T • ' 



In den Sequenzprotokollen sind TRPM8 Sequenzen, insbeson- 
' dere Splice Varianten angegeben. im Falle der Nukleinsau- 
resequenzen kodieren diese fur Proteins, Peptide oder 
30 Teilsequ'enzen von Proteinen oder Peptiden,- die im Rahmen 
der Erfindung aktivierbar sind. Im Falle der Aminosauren- 
sequenzen handelt es sich urn im Rahmen der Erfindung akti- 
vierbare Proteine, Peptide oder Teilsequenzen von 
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Proteinen oder Peptiden. Weitere Sequenzen ftir TRPM8 sind 
der eingangs genannten ■ Liter atur zu entnehmen. 



10 




15 



20 



25 




,>■--> 



.... , _ , ) . y 



30 
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PatentansprUche : 



1. Verwendung einer TRPM8 aktiviereriden Substanz zur Her- 
. stellung einer. pharmazeutischen Zusammensetzung zur Be- 
handlung von Tumorerkrankungen, in welchen TRPM8 tiberex 
primierfc ist. 



10 2. Verwendung nach Anspruch 1, wobei die Tumorerkrankung 
Prostatakrebs ist, ' ' 




* 

3., ..verwendung- einer- substanz, -vorzugsweise- nach-Ansprueh - 1- 

15 Oder. 2, welche ausgewSLhlt ist aus der Gruppe bestehend 

■aus "Menthol, Menthylderivate, Pyrrolidinyl-Derivate des 
Furanon, Icilin, Icilin-Derivate und Mischungen dieser 
Substanzen" zur Herstellung einer pharmazeutischen Zu- 
sammensetzung zur Behandlung von Tumorerkrankungen, ins- 
20 besondere zur Behandlung- von Prostatakrebs . 




4. Verwendung nach einem der Atisprtiche 1 bis 3, wobei die 
• substanz oder die Mischung solcher Substanzen mit ttbli- 
25 chen Hilfs- und- Tr^gerstof f en galenisch hergerichtet 

4 * 

- wird. 



5. Pharmazeutische Zusammensetzung zur Behandlung von Tu- 
30 morerkrankungen enthaitend eine TRPM8 aktivierende Sub- 
stanz und/oder eine Substanz, welche ausgewahlt ist aus 
der Gruppe bestehend aus "Menthol, Menthylderivate, 
Pyrrolidinyl-Derivate des Furanon, Icilin, 
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Icilin-Derivate -unci Mischungen dieser Substanzen" , sowie 
tibliche Hilfs- und Tragerstof f e, vorzugsweis© galenisch 
zur Injektion, i.v., i.p. Oder i'.m., oder Infusion 
hergerichtet* 



10 




Phannazeutische Zusammensetzung nach Arispruch 5, wobei 
die* Dosis im Bereich von 0,1 bis 1000 mg/kg Korperge- 
wicht 1 , vorzugsweise 1 bis 100 mg/Jcg .Korpergewicht/ bezo 
gen auf einen. Tag, eingestellt ist, aufteilbar in 1 bis 
10 Gabeeihheiten* 



~ 7-~ Pharma-zeutische—ZuaamTnensetzung- nach- Anspruch-5-oder- 67- 

15 wobei die Zusammensetzung zur kontinuier lichen oder dis- 
kontiuierlich periodischen Gabe Uber einen Zeitraum von 
zumindest 2 Wochen, vorzugsweise zumindest 8 Wochen, 
hergerichtet ist. 




20 

1 

8, Verfahren zur Behandlung von Tumorerkrankungen, insbe- 
sondere Prostatakrebs, wobei einem erkrankten Patient en 
eine physiologisch wirksame Dosis einer TRPM8 hemmenden 
Substanz, insbesondere eine pharmazeutische Zusammenset- 
25 zung nach einem der Asprtiche 5 bis 7, dargereicht wird. 



30 
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Zusammenf assung 



Die Erfindung betrifft die Verwendung einer TRPM8 aktivie^ 
renden Substanz zur Herstellung einer pharmazeutischen 
5 Zusammensetzung zur Behandlung von Tumor erkrankungen, ' in 
welchen TRPM8 tlberexprimiert ist. 



10 



'15 



20 




25 



• •■ • 



30 
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P 1 




* ■ • 
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prow . 51^3 





SEQUENCE LISTING 



<rl30> MBT/DB/0227 

<160> 17 

<170> Patentln version 3*1 

* <210> 1 

«:211> 1000 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens • 
atccttgggt gaaagaaaat cctgcttgac aaaaacegtc acttaggaaa agatgtcctt 




66 

120 
180 
240 
300 
360 
420' 




tcgggcagcc aggctcagca ■ tgaggaacag aaggaatgac actctggaca gcacccggac 
cctgtactcc. agcgcgtctc ggagcacaga ettgccctac agtgaaagcg acttggtgaa 
ctttatticas gcaaatttta agaaacgaga atgtgtcttc tttaccaaag . attccaaggc 
cacggagaat gtgtgcaagt gtggctatgc ccagagccag eacatggaag geacccagat 
caaccaaagt gagaaatgga actacaagaa acacaccaag gaatttccta ccgacgcctt' 

i 

ta^ttaer'es^^^rwTg^ra'Q^STOW tatatacYec - tgTcct g cga 
cacggacgcg gaaatccttf acgagetgct gacccagcae tggcacctga aaacacccaa . 480 
cctggtcatt tctgtgaccg ggggcgccaa gaacttcgcc etgaagccgc gcatgcgcaa S.40 
gaccttcagc cggctcatct acatcgcgca gtccaaaggt gcttggactc tcacgggagg 600 
cacccattat ggcctgatga agtacatcgg ggaggtggtg agagataaca acatcagcag 
gagttcagag gagaacattg tggccattgg catagcagct fcggggcatgg tqtccaaccg 
ggacaccctc atcaggaatt gcgatgctga ggtaccggtg ggacaggagg aggtctgcta 
ggccacatgg- aagaaagacc atggcatggg cctgtggcct gaaccctggg gctctgegat 
ggagccagce agatcatggg gaagtctgcc tttcaaggag, cgcctttggg acctcaaagg 
aattgaaaac aaggatgacg tacctaacta, actgetggga . aagagctaac. aatgaatgtt.. 
ttgttcatta aaatgtgttc tcagcaaaaa aaaaaaaaaa ^ 

<210> 2 
<211> 391 
<212> DNA 
<213> Homo sapiens 

gccgactact actacctact actactaaat tcacggccgg tcgactgaag acttggcaga 



660 
720 
780 

■ ■ 

840 
900 

. .960- 
1000 



60 



Seta -ha 1 
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120 
180 
240 

■ 

300 
360 . 
391 



60 

120 
160 





acagctgctg'gtctattcct gtgaagcttg gggtggaagc aactgtctgg agctggcggt: 
ggaggccaca gacca<3catt tcatcgccca gcctggggtc cagaattttc tttctaagca 
etggtatgga gagatteccc gagacaccaa gaactggaag attatcctgt gtctgtttat 
tatacccctg gtgggctgtg gctttgtatc atttaggtac aaaccaaggc acataatcgt 
gtgtgagtgc gtgtgccagt gtgtgtacat gcatccacat atgtgtgctc tcatgtaaat 
gattaaaaag cctggaactt aaaaaaaaaa a 

<2l0> 3 
<2ll>' 2136 
<212> DKTA 
<2l3> Homo sapiens 
<400> 3 

ggactacatt attttcactc taagattgat ccacattttt actghaagca gaaacttagg 
agccaagatt ataatgctgc agaggatgct gatcgatgtg ttcttcttcc tgttcctcct 

i 

tgcggtgtgg atggtggcct ttgcgcggcc aggcaaggga tcettaggea gaatgagcag 
cgctggaggt ggatattccg Wcggtcatc ta^agcc^^c^ggccat gtwgg«8^g_ — 240 
• gtgcccagtg acgtggatgg taagcctgac ttggctcaga tggaaacagc ttggaggagg 
catttgcccc ctgaaccaac ccccagggct gccccggaga ccgcacttca gaagcacgcg 
cgtgaaacgg agtccaacat aacagagtac cacgtatgac tttgcccact gcaccttcac 
cgggaatgag tccaagccta ctgtgtgtgg agctggatga gcacaacctg ccccggttcc 
ccgagtggat caccatcccc etggtgtgca tctacatgtt acccaccaac atcccgccgg , 540 
teaacctgct ggtcgc<iatg tttggctaca 'cggtgggcac cgtccagaga acaatgaeca 600 
ggtctggaag ctccagaggt acttcctggt geaggagtac tgcageegcc tcaatatcec 
ctcccccttc atcgtcttcg cttacttcta catggtggtg aagaagtgct tcaagtgttg 

« 

ctgcaaggag aaaaacatgg agtcttccgc ctgctgtttc aaaaatgaag aoaabgagac 

---- — ... r 

cccggcatgg gaggg'tgtca tgaaggaaaa ctaccttgtc aagatcaaca caaaagccaa 

f 

cgacacctca gaggaaatga ggeatcgatt cagacaactg gatacaaagc ttaatgatct 
caagggtctt ccgaaagaga ttgctaataa aatcaaataa aactgtatga actctaatgg 

■ 

agaaaaatct aattatagca agatcatatt aaggaatgct gatgaacaat tttgctateg 
actactaaat gagagatttt cagacccctg ggtacatggt ggatgatttt aaatcaccct 
.agtgcgctga gaccttgaga ataaagtgtg tgattggttt catacttgaa gacggatata 



300 
360 
420 
480 



660 
720 
780 
'840 
900 
960 
1020 
1080 
11'40 



Seite 2 
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pt50.ST25 





aaggaagaat afcttccttta tgtgtttctc cagaatggtg cetgtttctc tctgtgtctc 
aatgcctggg aetggaggtx gatagtttaa gtgtgttctt accgcctcct ttttcctcta 



atcttatttt tgatgaacac atatatagga gaacatctat 

* 

catttccaat 
attgttaasa 

ttctaaaaca tgetgcagca agaggacccc gctcccttca 



catgctttac tcctgtattg ttattttgtt 
ttttgtatta tgtgactaafc tagfctggcat 



caggatgett cttacctgtc agaggaggtg 
ccaggctcct attgaaggaa ccacccccat 

* 

caaccttgaa aggcactact gactttgttc 



acaaggcagt 
tcctaaatat 
ttattggata 



cctatgaata agaacctggt 
tgattctcta cttttccctt 
gtctctcaaa ttaggccaga 
ggaaaagcgt ttteatttct 

* . 

ctqttgctct cttggactca 
gtgaaaagtc gcccaaaatg 
ctcctcttat ttatfcatttt 




1200 
1260 
1320 
1360 
1440 
1500 

1560 
1620 
1680 



tccattaaaa ataatagctg gctattatag aaatttagac catacagaga tgtagaaaga 1740 

acaeaaattg tccccattac cttaaggtaa tcactgctaa caatttctgg atggtttttc 1800 

aagtctattt ttxttctatg tatgtctcaa ttetetttca aaattttaca gaatgttatc i860 

atactacata tatacttcttr atgtraagctf trttcactrcag-tettttatccr -aaraxgtttt * 1920 

tattatattc atagcctcct taaacattat atcaataatt gcataatagg caacctctag 1980 

cgattaccat aattttgctc attgaaggct atctccagtt gatcattggg atgagcatct 2040 

ttgtgcatga atcctattgc tgtatctggg aaaattttcc aaggttagat tccaataaat 2100 



atctatttat tattcaatat taaaaaaaaa aaaaaa 



2*3.6 




<210> 4 
<211> 1813 
,<212> DNA 
<213> Homo sapiens 
<400> 4 

gctagaattt accagtaagc catctgattt cccagtaagc caccctgggc ttttctttgt 
cgaaagcttt ttgattgctg attttcattt tcttcatttg ttgtttgtcrt gttcaggctc 
tgtatttctt cttgattcag gtctttgtaa gttgtacatt tctgggatat ttccatctct 
tctaggttgt ccaccttgtt tgcatataat tgcccacact agccccttct' gatcccttxc 
atttctatgc cefcetgttgt aaggttgtct ttctcatttc tgactgtatt tatttgtatc 
ttcttccttt tcttaaaagg tttgttgatt ttgtttatct tttcaaaaaa ceaactctta 
ctttcaatga tttttxttcc cattgttttt caactctctt ttttaaaaat gtattttgct 



60 
120 

1B0 
240 
300 
360 
420 



Seit.R 3 

4 
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pt50,ST25 






cttg^agttt txgctctact ttaaacagct tactaaagte attttactat taacaaatac 
aaggctcttt caaaagctcc tatagggaat acaaaatttc cccatctcct; tataccagaa 
aacaaagtta tttacaattc atcttaagtc tcttaatgat ctcaagggtc ttctgaaaga 
gattgctaat aaaatcaaat aaaactgtat gaactetaat ggagaaaaat ctaactatag 
caagatcatk ttaaggaatg ctgatgaaca attttgctat cgactactaa atgagagatt 
ctcagacccc tgggtacatg gtggatgatt ttaaatcacc ctagtgtgct gagaccttga 
gaataaagtg tgtgattggt ttcatacttg aagacggata taaaggaaga atatttcctt 
tatgtgtttc cccagaatgg tgectgttcc tctctgtgtc tcaacgcctg ggact.ggagg 

* 

ttgatagttfc aagtgtgttc ttaccgcctc ctttttcctt taatct.tatt tttgatgaac 
acatatatag gagaacatct atcctatgaa taagaacctg gtcatgcttt actcctgtat 
tgttattttg ttcatttcca attgattctc tacttttcee ttttttgtat tatgtgacta- 
attagttggc '■ atattgttaa aagtctctca aattaggcca gattctaaaa catgctgcag 
caagaggacc ccgctctctst caggaaaagt gttttcattt c tffgg^HE- "? r " ac ?^5.. 
tcagaggagg tgacaaggca gtctcttgct ctcttggact caccaggctc. ctattgaagg 
aaccaccccc atxcctaaat atgtgaaaag tcgcccaaaa tgcaaccttg aaaggcacta 

tcttattgga fcactcctctt atttattatt tttccattaa aaataatagc 
agaaatttag accatacaga gatgtagaaa gaacataaat tgtccccatt 
aatcactgct aacaatttct ggatggtttt tcaagtctat ttttrttcta 

■ 

aattctcttt caaaatttta cagaatgtta tcatactaca catatacttt 
tttttcacct agtattttat caaatatgtt tttattatat tcatagcctt 



ctgaccttgt 
tggctatcat 
accttaaggt 
tgtatgtctc 
ttat'gtaage 




i cttaaacatt atatcaataa ttgcataata ggcaacccct agcgattacc ataattttgc 

tcatugaagg ctatctccag ttgatcattg ggatgagcat ctttgtgcat gaatcctatt 

• . , . ~ - ■ • - • - * 

gctgtatttg ggaaaatttt ccaaggttag attccaataa atatctattt attattcaat 

■ 

* • 

attaaaaaaa aaa 



480 

540 

600 

660 

720 

780 

840 

■ 

900 
960 
1020 
1080 
1140 

jtaoo 

1260 

1320 

1380 

1440 

1500 

1560 

1620 

1680 

1740 

1800 

1813 



<210> 5 

<211> 986 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 5 

acctggctaa ttcttgfcatt tttagtagac acggggtttc accatgttgg ccaggctggt: 



60 
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ctcgaactcc tgacctcagg tgatttgcct gcctcggcct cccaagtgtt gggat;tacag 



gcgtgaacca 
ttctgaaggc 
ccaccagcta 
gggcaccgtc 

■ 

ggagtactgc 
ggtggtgaag 



ccgtgtccgg cctcaggttt tcttaattgc agagcttagt gtggtatact 
atctaacagg gaataggggc aaacaaatag ctgcatgctc ctgtcatagtr 



tgatctgctt aaaacagctg cctgctggtc gccatgtttg 

■ 

caggagaaca atgaccaggt ctggaagttc cagaggtact 

agccgcctca atatcccctt ccccttcatc gtcttcgctt 

t 

aagtgcttca agtgttgctg caaggagaaa aacatggagt 



gctacacggfc 



tcctggtgca 



acttctacat 



cttctgtctg 

ct.gtttcaaa aatgaagaca a'tgagactct ggcatgggag t ggtgtcatga aagaaaacta 



ccttgtcaag 



atcaacacaa aaaccaacga cacctcagag gaaatgaggc 
acaactggat acaaagatca tattaaggaa tgctgatgaa caactttgct 



atcgafcttag 
afcegactact 



aaatgagaga ttttcagacc cctgggtaca tggtggatga ttttaaatca ccctagtgtg 
ctgagacctt gagaataaag tgtgtgattg gtttcatact tgaagacgga tataaaggaa 



^aara^Ccc'tttat-gtgEE tctccagaat ggegCCtg£b tctctctgtg" tctcaatgcc 
cgggactgga ggttgatagt ttaagtgtgt' tcttaccgcc ccctttttcc tttaatctta 
tttttgatga acacatatat aggagaacat -ctatectatg aataagaacc tggtcatgct 
ttaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaa 



120 
180 

i 

240 
300 
360 
420 
480 
540 
600 
660 
• 720 
760 



840" 
900 
960 
986 




<2l0> 6 

<211> 929 

<212> DNA 

<213> homo sapiens 

<400> 6 

ggcacgaggc tgcctttctc caccagagac tcttcctcag ggaggacttg gtgaafcttta 
ttcaagcaaa ttttaagaaa cgagaatgtg tcttctttac caaagattcc aaggccacgc 
tcaatgaaat ccttccttcc t tg.tcqacacc atcgtgctta tcagggagaa. tgtgtgcaag 
tgtggctatg cccagagcca gcacatggaa ggcacccaga tcaaccaaag tgagaaatgg 
aactacaaga aacacaccaa ggaatttcct accgacgccti ttggggatat tcagtttgag 
acactgggga agaaagggaa gtatatacgt ctgtcctgcg acacggacgc ggaaatcctt 
tacgagctgc tgacccagca ctggcacctg aaaacaccca acctggtcat ttctgtgacc 
gggggcgcaa agaacttcgc cctgaagccg cgcatgcgca agatcttcag ccggctcatc 



60 
120 
180. 
240 
300 
360 
420 
480 
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pt50.ST25 





tacatcgctfc agtccaaagg tgcttggatt etcacgggag gcacccatta tggccgatga ; 540 

agtacatcgg ggaggtggtg agagataaca ccatcagcag gagtteagag gagaatattg 600 

tggccattgg catagcagct tggggcatgg tctccaaccg ggacaccctc atcaggaatt . 660 
gcgat^ctga ggtaccggtg ggacaggagg aggtctgcta ggtcacatgg aagaaagacc 

atggcatggg cctgtggcct gaaccctggg gctctgtgat ggagccagcc agatcatggg 

i 

gaagtctgcc tttcaaggag tgcct,tfcggg accttaaagg aattgaaaac aaggatgacg. 840 
tacictaatta actgctggga aagagttaac aatgaatgtt ttgttcatta aaatgtgttc 900 
tcagcaatct caaaaaaaaa aaaaaaaaa 





720 
780 



923 



<210> 7, . 
<211> ' 735 
,<212> DNA 

<213> homo sapiens 

<=400> 7 ; 

. ttggccttca gagcaaagaa ggagacctgc atctctacac ccagatggag aatcaccctc 60 
actttgcagc tgaaggcaat gtggagttga tgttatttta taccatttat ttttattatc * 2C L. 

tcttcacaac aaacccacta agtcaatgtt' atgattccat gctgcaaaca aggaaattaa 180 

i 

gccrtcagcaa tcctgatatt ctggaacaga acaatccttt aagagatttg gtattgaaga . 240 

■ ccctgtcgga aatggatcag acattgccca gaccactgtc cagacccaac actggaataa 300 

cccaggagag cttcgtgcct acctcccatc ggcggtcatt ggtgaaaatc tcatcactgg 360 

ctaagtccag ctggttccac ' tccagcagaa gcttcagcfcg cccattccag ttatccxtgt 42 0 

■ 

cttgctcact ggtgctgaag gctgfcgagag ggcaggaaaa gactcaactc accaaaggct 480 

» 

cagaaataag agtgagaacc attcagtgtg gccaattatc agagctgttt atcacagatc S4 0 

gtatttgttc ttaaatggta tctaccagaa- gaagacagcc agctttcgat actaacaaac 600 

eacaatggaa gatggccgta tttatcattg cctttagcat gttaaagggt acataccaca 660 

ttgaccctgg cagaagcatt cetgatgtgt tggaaaaatt aagagaaata acagttctcc 720 

ggcaataaaa aaaaa , 735 

<210> 8 , 

<211> 84 1 

<212> PRT 

<213> homo sapiens 

<400> 8 
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Gly Leu Gin Ser Lys Glu Gly Asp Leu His Leu Tyr Thr Gin Met Glu. 

5 . 10 .15 

Asn His Pro His .Phe Ala Ala Glu Gly Asm vil Glu Leu Met Leu Phe 

20 2S 30 

■ 

i 

Tyr Thr He Tyr Phe Tyr Tyr Leu Phe Thr Thr Asn Leu Leu Ser Gin 
35 40 ■ ' 45 

Cvs Tyr Asp Ser Met Leu Gin Thr Arg Lys Leu Ser Leu Ser Asn Pro 
50 55 SO 

» 

Asd lie Leu Glu Gin Asn Asn Pro Leu Arg Asp Leu vel Leu Lys Thr 
65 70 ' 75 ' • 80 



Leu lieu Glu Met 





—<210> - 9" — " " 

<211> 249 
<212> ' DNA 
<213> Homo Sapient * 

<400> 9 • ecrt 

gtaccggtgg gacaggagga ggtctgctag gtcacatgga agaaagacca tggcatgggc bu 
ctgtggcctg aaccctgggg ctctgtgatg gagccagcca gatcatgggg aagcctgcct 120 
tteaaggagt gcctttggga ccttaaagga attgaaaaca aggatgacgt acfctaattaa 
ctgctgggaa agagttaaca atgaatgttx tgttcattaa aatgtgttct cagcaaaaaa 
aaaaaaaaa 

<210> 10 
<211> 115 

<212> DNA ..... 

<213> Homo sapiens' 
<400> 10 

gtacaaacca aggcacataa tcgtgtgtga gtgtgtgtgc cagtgtgtgt acatgcatec 



acatatgtgt gctctcatgt aaatgattaa aaagcctgga acttaaaaaa aaaaa 



<210> 11 

<211> 127 

<212> DNA 

c213> Homo -sapiens 



ISO 
240 
249 



60 
115 
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<400> 11 

gtaagcctga cttggctcag atggaaacag cttggaggag gcatttgctc cctgaaecaa 60 
cccccagggc tgccccggag accgcacttc agaagcacgc gcgtgaaacg gagtccaaca 12 0- 

* 

• ■ 

saacaga 

) 

« 

<210> 12 
<2ll> S71 

<212> DNA - 
<213> Homo sapiens 
<400> 12 

gctagaattt accagtaagc catctgattt cccagtaagc catcctgggc ttttctttgt 60 
tgaaagctxt ttgattgctg attttcattt tcttcatttg ttgtttgtct gttcaggctt 120 
tgtatttctt cttgatfccag gtgtttgtaa gtcgtacatt tctgggatat ttccatttct 18 0< 
tctaggttgt ccacettgtt tgcatataati tgttcatact agccccttct gatccctttc 240 
apttctatgc cctctgttgt aaggttgtct ttctcatttc tgactgtatt tatttgtatc 300 
ttcttccttt tcttaaaagg tttgttgatt ttgtttatct tttcaaaaaa ccaactctta' 360 




ctttcaatga ttttttttcc" cacEgtctct^caactctctt ttttaaaaat gtattttgob-. 420 

cttggagttt ttgctctacx ttaaacagct tactaaagtc attttactat taacaaatac ■ 480 

aaggctcttt caaaagctco tatagggaat acaaaatttc cccatctcct tataccagaa 540 

aacaaagtta tttacaattc atcttaagtc t 571 

* 

<210> 13 

<211> 271 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 13 

acctggctaa tttttgtatt tttagfcagac acggggtttc accatgttgg ccaggctggt 60 
etcgaactcc fcgacctcagg tgatttgcct gcctcggcct cccaagtgtt gggattacag 120 
gcgtgaacca ccgtgtccgg cctcaggttt. tcttaattgc agagct'tagt gtggtatact. , 180. 
ttctgaaggt; acctaacagg gaataggggc aaacaaatag ctgcacgctc ctgtcatagt 240 
ccaccagcfca tgatctgctt aaaaoagctg c 271 

■ 

<210> 14 
<211> 35 
<212> DNA 

■ 

<213> Homo sapiens 

<40O> 14 
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rtgcetttct ccaccagaga ctcttcctca gggag 




35 



<2lO> . 15 

<211> 46 ( 

<212> DNA 

<2l3>. ' Homo, sapiens 

gctcaatgaa atccttdott cctgtccaca ccatcgtgct tatcag 



46 




<210> 16 
<211> 255 
<212> PNA 

<213> Homo sapiens 

gtaccggtgg gacaggagga ggtctgetag gtcacatgga agaaagacca tggcatgggc 
ccgtggcctg aaccccgggg ctctgtgatg gagccagcca gatcatgggg aagtctgcct 
ttcaaggage gcctttggga ccttaaagga attgaaaaca aggatgacgt acctaattaa 
ctgctgggaa agagttaaca atgaatgtct rgttcattaa aatgtgttct cagcaatcto 
aaaaaaaaaa aaaaa ■ m _. 



60 
120 
ISO 
240 

< 

255 



<210> 17 
<2ll> 126 
•«212> PNA > 
<213> Homo sapiens 

SJStttte ttaattgcag agcttagtgt ggtatacttt ctgaaggtat ctaacaggga 
ataggggcaa acaaatagct gcatgctcct gtcatagtcc accagctatg atctgcttaa 
aacagctg 



60 

120 
126 
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